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論文内容の要旨 
 
始原生殖細胞(PGC)は生殖細胞の前駆細胞であり、マウスにおいて、胎齢 7.0 (E7.0)頃に胚体外
中胚葉内に出現し、後腸、腸間膜を移動しながら増殖し、E11.5 までに将来、生殖巣になる生殖
隆起に定着する。その後、メスでは生殖隆起内で第一減数分裂を開始し、生後、卵子になる。オ
スの場合、E14.5 までに分裂停止が起こり、生後、増殖を再開し、精子になる。 
この PGC から、奇形腫という腫瘍を形成することがある。奇形腫とは多能性幹細胞と、そこ
から分化した三胚葉に由来する様々な組織細胞を含む腫瘍で、悪性腫瘍になる場合もある。奇形
腫に関する研究は長年行なわれてきたが、奇形腫形成のメカニズムは、いまだに十分には解明さ
れていない。私は奇形腫を高頻度で発症するマウス Dnd1 遺伝子変異に着目し、研究を行った。 
Dnd1 は RNA 結合タンパクであり、精巣、卵巣と心臓において発現する。目的遺伝子の mRNA 
3’-UTR に結合し、遺伝子の発現を抑制する 20~25 塩基のマイクロ RNA(miRNA)と mRNA 3’-UTR
の結合を阻害し、遺伝子の発現を安定化させる働きがある。 
129/Sv 系統の ter 変異マウスでは、精巣において高頻度で奇形腫を発症し、その責任遺伝子が
Dnd1 であることが報告された。ter 変異では Dnd1 の第三エクソン内の点変異によって終止コド
ンが生じる。ter 変異の表現型としては、PGC 数が減少し、多能性幹細胞マーカーの Nanog と
Sox2 が後期 PGC で発現し、同時に PGC マーカーmVH と細胞周期抑制因子 P21cip1、P27kip1 発現
が PGC において消失することが報告されている。その結果、オス PGC の分裂停止が起こらず増
殖を続け、奇形腫を形成すると考えられている。しかし、奇形腫発生とエピジェネティック制御
の関連に関しては、これまでに報告がない。そこで私は PGC の発生・分化に重要であるヒスト
ン修飾 H3K27me3 を着目した。  
ヒストン修飾は、PGC の分化に伴いダイナミックに変化が起こるエピジェネティック修飾の
一つである。その中で、ヒストン H3 リジン 27 トリメチル化 (H3K27me3)は、PGC において体
細胞遺伝子と減数分裂遺伝子の発現を抑える役割があり、H3K27me3 レベルの異常が起こると
PGC の生存と分化が異常になる。 
まず最初に奇形腫細胞を特定するために、奇形腫細胞を検出できる多能性幹細胞マーカー4C9
に対する抗体で免疫染色を行い、E18.5 胚の Dnd1 変異(Dnd1ter/ter )精巣において 4C9 陽性の奇形
腫細胞を同定した。次に、H3K27me3 に対する抗体で免疫染色を行い、この奇形腫細胞において、
H3K27me3 が野生型またはヘテロ変異(WT) PGC より著しく低下することが、蛍光強度定量によ
ってわかった。さらに、H3K27 のメチル基転移酵素 Ezh2 も、奇形腫細胞において WT PGC より
低下することが、同様に免疫染色と蛍光強度定量によってわかった。 
次に E18.5 より早い時期において奇形腫細胞が出現するかを調べるため、E17.5 精巣の免疫染
色を行い、一部の Dnd1ter/terマウスにおいて、4C9 陽性の奇形腫細胞が存在することを確認した。
さらに、奇形腫において陰性になる mVH が、一部の Dnd1ter/ter PGCs で WT PGC より低下するこ
とが観察された。この mVH の発現低下は PGC が奇形腫細胞に変質し始めていることを示して
いる可能性が考えられる。 
さらにより早い時期の Dnd1ter/ter マウスの PGC において H3K27me3 の低下があるかを調べる
ため、E14.5 精巣の免疫染色を行い、H3K27me3 のレベルが一部の Dnd1ter/ter PGC において WT 
PGC より低下していることを見出した。しかし、E16.5 の Dnd1ter/ter PGC においては WT PGC に
比べて H3K27me3 レベルの低下が見られなかった。この結果から、E14.5 で H3K27me3 が低下し
た Dnd1ter/ter PGC がアポトーシスにより排除された可能性が考えられた。そこで TUNEL 法によ
りアポトーシスを調べた結果、H3K27me3 が低下した Dnd1ter/ter PGC においてアポトーシスが高
頻度で起こっていることがわかった。 
次に私は Dnd1 が直接 PGC の H3K27me3 レベルの制御に関与するかを調べた。筋芽細胞 C2C12
において、miRNA の１つである miR-26a が Ezh2 3’-UTR に結合し、その発現を抑制する働きが
あることが報告されている。そこでまず Ezh2 3’-UTR をつけたルシフェラーゼ・レポーターベク
ターを miR-26a とともに HEK293T 細胞に導入し、miR-26a によるルシフェラーゼ活性の低下を
確認した。次に Dnd1 発現ベクターも同時に導入したところ、miR-26a 導入によるルシフェラー
ゼ活性の低下が回復することがわかった。さらに、RNA とタンパク間相互作用を検出する RNA
免疫沈降実験により、Dnd1 が Ezh2 mRNA に結合する結果を得た。これらの結果から、Dnd1 は
Ezh2 mRNA に直接結合し、その発現を安定化させる役割があることが明らかになった。 
さらに H3K27me3 の低下と奇形腫形成の繋がりを検討するために、PGC において転写開始領
域に H3K27me3 が多い遺伝子を検索して、Ccnd1 遺伝子に注目した。Ccnd1 は細胞周期促進因子
で、通常 PGC において殆ど発現しないが、奇形腫細胞では発現が観察され、この遺伝子を欠損
させると奇形腫の形成効率が著しく低下することが報告されている。Dnd1 変異による奇形腫の
形成に Ccnd1 の発現が関与する可能性が考えられたので、E18.5 の Dnd1ter/ter 精巣の免疫染色を
行い、Ccnd1 が奇形腫細胞において高発現していることを観察した。さらに PGC において miR-
26a が発現しており、また PGC で Ezh2 をノックダウンすると Ccnd1 の発現が上昇することがわ
かった。これらの結果から、Dnd1 の機能欠損による H3K27me3 の低下を介した Ccnd1 の発現
が、奇形腫の形成を促進することが考えられる。 
以上の結果をまとめると、Dnd1 の変異によって、Ezh2 の発現が低下し、それにより H3K27me3
レベルも低下する。E14.5 では H3K27me3 低下した Dnd1ter/ter PGC がアポトーシスにより排除さ
れる。その後、生き残った Dnd1ter/ter PGC では、再度 H3K27me3 が低下し、その結果、Ccnd1 の
発 現 が 上 昇 し 奇 形 腫 形 成 が 起 こ る と 考 え ら れ る 。
 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
この学位論文では、RNA結合タンパク質をコードするDnd1遺伝子の機能欠損によ
り、マウス精巣内に、始原生殖細胞に由来する奇形腫が形成される分子機構について
の研究結果を示している。まず免疫染色により、Dnd1変異マウス精巣の奇形腫細胞で
は、遺伝子発現を抑制する働きがあるヒストンH3K27のトリ・メチル化(H3K27me3)
と、その責任酵素のEzh2の発現低下が見られることを明らかにした。さらに培養細胞
を使った実験により、Dnd1がEzh2 mRNAに結合し、miR26aによるEzh2の発現阻害
を抑制することを示した。またEzh2によるH3K27me3標的遺伝子候補として、細胞周
期を促進するサイクリンD1遺伝子(Ccnd1)を同定し、Dnd1変異精巣の奇形腫細胞、お
よびEzh2をノックダウンした始原生殖細胞で、Ccnd1の発現上昇が起こることを明ら
かにした。Ccnd1が機能欠損すると奇形腫形成が抑制されることが報告されている。
さらに本研究で、奇形腫形成の初期段階を反映していると考えられる、培養下での始
原生殖細胞の多能性幹細胞への再プログラム化もCcnd1のノックダウンにより抑制さ
れることを示した。これらの結果から、Dnd1の機能欠損により起こるEzh2の発現低
下を介したエピジェネティックな制御が、Ccnd1の発現上昇を引き起こし、それが奇
形腫形成の原因の１つとして働いている可能性が示された。このように、この学位論
文では生殖細胞の奇形腫の変化を制御する新たなメカニズムを明らかにしており、顧
巍氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示して
いる。 
 論文審査の過程で、免疫染色の実験結果の部分は、図と対応させながら、より丁寧
に説明を記載する必要があること、Ccnd1 を H3K27me3 の標的として選択して、そ
れが奇形腫形成と関連することを示した結果の部分をより丁寧に説明し、考察とのバ
ランスを取る必要があること、Dnd1 変異による奇形腫形成が Ccnd1 の発現上昇だけ
で説明できるかは、はっきりしないので、考察をややトーンダウンする必要があるこ
となどの指摘があったが、全体としては学位論文に値する内容になっているとの判断
で、審査委員の意見が一致した。したがって，顧巍氏が提出した論文は，博士（生命
科学）の博士論文として合格と認める。 
  
 
 
 
 
 
 
 
